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Abstrakt

Tato diplomova praca sa zaobera navrhom a optimalizaciou senzoru a biosenzoru
pre detekciu metylovanej DNA. Teoreticka Cast prace vysvetluje mechanizmus a
vyznam metylacie DNA a analytické metddy, ktoré sa v suvislosti s iou vyuZzivaju. V
d'alSej casti su opisané niektoré zakladné metdédy detekcievDNA, ktoré su
rozdelené na priame a nepriame. Experimentalna cast prace je rozdelena do
niekolkych blokov. Prvy blok sa venuje modifikacii elektrody a naslednej
optimalizaci zvolenej metddy detekcie. V druhom bloku st nasledne predstavené
dva rozne pristupy detekcie metylacie DNA, na zaklade priamej detekcie a detekcie
prostrednictvom biosenzoru. Zavere¢ny blok sa venuje stanoveniu metylcytozinu
vo vzorku prostrednictvom sledovania charakteristickych vlastnosti signalu a
numerického vypoctu zaloZeného na metdde ,curve fitting".

Klicova slova

DNA, metylacia, analyza DNA, detekcia DNA, elektrochémia, biosenzor, uhlikové
nanotrubice

Abstract

This bachelor’s thesis deals with design and optimalisation of custom biosensor for
detection of methylated DNA. Teoretical part explains the mechanism and
importance of DNA methylation. Next section describes analytical methods used in
connection with DNA methylation and some basic direct and indirect methods of
detection. Final part is dedicated to experiment itself, which is divided into several
sections. Section one deals witch modification of working electrode and
optimalisation of detection method. Second section introduces two different ways
of DNA methylation detection. First is based on direct detection and second one on
detection through the biosensor. Final part shows determination of methylcytosine
from sample based on analysing characteristic attributes of signal and numeric
algorithm based on curve fitting.

Keywords

DNA, methylation, DNA analysis, DNA detection, electrochemistry, biosensor,
carbon nanotubes
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1 UVOD

Jednym z najvyznamnejSich objavov na poli bioldgie dvadsiateho storocia bolo
objavenie dvojzavitnicovej Struktiry DNA Watsonom a Crickom vroku 1953.
Tento objav jednak vysvetlil biologicki funkciu DNA a taktiez ovplyvnil smer,
ktorym sa biologické vedy zacali uberat. Mnoho vedcov sa zaoberalo Studiom DNA
ajej vlastnostami, pricom vyuzivali rozne analytické metdédy. UZ v tridsiatych
rokov sa v Studiu biologicky aktivnych latok uplatnovala polarografia, ktora neskor
nasla vyuzitie aj pri $tudiu nukleovych kyselin. Na konci patdesiatych a zaciatkom
Sestdesiatych rokoch 20-teho storocia bola publikovana rada prac, ktoré sa
zaoberali elektroaktivitou DNA aponukli tak zaklady pre uplatnenie
elektrochemickych metdd pri jej Stadiu.

Vyznamny posun nastal a nové moZnosti otvoril rozvoj epigenetiky na
prelome 20-teho storoCia. Jedna sa o vedny obor, ktory sa zaobera takymi
modifikaciami, ktoré dedi¢ne ovplyviiuju genovu expresiu bez zmeny primarnej
genetickej informacie, teda sekvencie nukleotidov v DNA. Medzi tieto modifikacie
patri aj metylacia DNA, ktora sa vyznamnejSie dostala do povedomia zaciatkom
osemdesiatych rokov. Jedna sa o epigeneticky mechanizmus pri ktorom dochadza
k pozmeneniu cytozinovej bazy DNA, bez toho aby sa zmenil jej kddujuci vyznam.
Vyznam metylacie sa uplatiiuje pri kontrole génovej expresie, bunkovej
diferenciacii a embryonalnom vyvoji. Poruchy v mechanizme metylacie DNA su
uzko spojené aj s tvorbou nadorov. Nespravna metylacia rozlicnych oblasti génov
moZe viest k aktivacii onkogénov, alebo potlac¢eniu expresie tumor supresorovych
génov. Detekcia metyla¢nych zmien v Specifickych oblastiach DNA tak moZe byt
vyznamnym nastrojom pre porozumenie nielen molekularnej patoldgie v suvislosti
so skorou diagnézou rakoviny, ale aj mechanizmov pre epigeneticku regulaciu
genetickej informacie. Traditné metddy pre stanovenie uUrovne metylacie su
primarne zamerané na polymerazovu retazovu reakciu (PCR) a analyzu na zaklade
bisulfidovej konverzie. Dalsie pokrotilé metédy zaloZené napr. na prenose
fluorescencnej rezonancnej energie,  kolorimetrickom  teste, alebo
elektrochemiluminiscencii sice ponukaju mnoho vyhod, no ¢asto vyZaduju finan¢ne
nakladné vybavenie a ¢asovo naroc¢nu pripravu DNA. Elektrochemické techniky
naopak poskytuju velka vyhodu rychlej, vyhovujucej a presnej analyzy procesu
metylacie DNA. Analyza metylacie DNA zaloZena na priamej elektrochemickej
oxidacii baz je jednou z najpokrocilejSich metdd, ¢o sa tyka rychlosti analyzy a
taktieZ nieje nutné spotrebovat nadmerné mnoZstvo vzorku. Dal$i vyvoj a
zameranie na tdato oblast preto zarucuje velky posun v oblasti analyzy
epigenetickych modifikacii.



2 EPIGENETICKE MODIFIKACIE

Zmena DNA na zaklade procesu metylacie patri medzi tzv. epigenetické
modifikacie. Tymito zmenami sa zaobera epigenetika, ktori méZeme definovat ako
oblast vyskumu skimajica deditné zmeny na chromatinovom template, ktoré
nesuvisia so zmenou primarnej sekvencie DNA. Typickym rysom epigenetiky su
variabilna expresivita a penetracia. Miera penetracie vyjadruje pravdepodobnost, s
akou sa urcity genotyp prejavi vo fenotype, kdeZto expresivita je zase dana silou s
akou sa urCity genotyp prejavuje vo fenotype. Medzi hlavné epigenetické
mechanizmy okrem metylacie DNA patria eSte histdbnové modifikacie, remodelacia
chromatinu a RNA interferencie. Ich funkénym prejavom je napriklad genémovy
imprinting, inaktivacia chromozému X, definovanie oblasti centromér, alebo
oprava dvojretazcovych zlomov v DNA.

2.1 Historia

Termin epigenetika je relativne mlady pojem, ktory ako prvy definoval britsky
biolég Conrad H. Waddington v prvej polovici 20. storocia pri skimani dedi¢nosti
zivocichov. Zostavil model epigenetickej krajiny, ukazujuci volbu vyvojového
rozhodnutia. Jedna sa o hypoteticku krajinu s réznymi nerovnostami a prekazkami.

V jej hornej casti je umiestnena lopticka, ktora si vybera svoj smer podla
Clenitosti terénu (model enviromentalnych zmien na Specificky osud bunky).
Lopticka sa modZe uberat smerom normalneho fenotypu, alebo cestou
alternativneho fenotypu.[1]

Dalsim zndmim vedcom, ktory sa podielal na rozvoji epigenetiky bol
molekularny biol6g Arthur D. Riggs, ktory sa zaoberal metylaciou DNA. V roku
1975 navrhol hypotézu, Ze chemické modifikdcie DNA ako je metylacia, ovplyviiuja
génovu expresiu. Molekularny biolég Robin Holliday Studoval vplyv metylacie DNA

na expresiu génov ako u normalnych, tak aj u nadorovych buniek. V roku 1987

vydal
clanok The Inheritance of epigenetic defect, kde sa zaoberal vztahom regulacie
génovej expresie a metylacie cytozinu v DNA.[2]

Po roku 1987 dochadzalo k dalSiemu a hlavne hlbSiemu zkimaniu
epigenetiky a ich mechanizmov. Podkladom pre d’al$i vyskum v tomto smere bolo
objavenie genového imprintingu v roku 1984. Jedna sa o mechanizmus génovej
expresie, pri ktorej sa urCité gény exprimuju v zavislosti od svojho pdvodu
(matersky, resp. otcovsky). Imprintovany gén je definovany skutotnostou, Ze je
transkribovany iba zjednej roditovskej alely. Povodne sa predpokladalo, Ze
k normalnemu vyvoju je potrebna expresia otcovskej aj materskej alely.



Po roku 1991 vsak bola tato tedria vyvratena objavom prvych imprintovanych
génov. Surani a spol. objavili maternalny imprinting (paternalnu expresiu) u génu
Igf2 a paterndlny imprinting (materndlnu expresiu) u génu Igf2r a génu HI19,
koédujuceho jednu z najcastejSich RNA vyskytujucej sa u vyvijajuceho sa mysieho
embria.[3]

V roku 2006, Andrew Z. Fire a Craig C. Mello obdrzali Nobelovu cenu za
fyziolégiu a medicinu za objav RNA interferencie. Dokazali u Caenorhabditis
elegans,
ze v DNA moZe dochadzat k uml€ovaniu génov pomocou dvojvlaknového vlakna
RNA. Dnes patri epigenetika k jednému z najrychlejSie sa rozvijajucich oborov v
molekularnej bioldgii. Jej poznatky su overované a aplikované v praxi napr. pre

potreby prevencie, diagnostiky a terapie v medicine.[4]

2.2 Metylacia DNA

Metylacia DNA je epigeneticky mechanizmus, ktorym dochadza k pozmeneniu
cytozinovej bazy DNA be toho, aby sa zmenil jej kédujuci vyznam. Ma represivny
charakter a suvisi s chromatinovou prestavbou. Metylacia DNA predstavuje
stabilny, no nie ireversibilny signal, ktory vedie po ustanoveni k regulacii génovej
expresie s naslednymi vyvojovymi a genetickymi nasledkami. Tato kovalentna
modifikacia DNA zohrava velmi podstatnt ulohu v udrZovani kompaktného a
umlcaného stavu chromatinu prostrednictvom metyl-DNA vazbovych proteinov a
histondeacetylaz. Metylacia DNA udrZuje stabilitu a integritu genetickej informacie,
ktora spociva predovSetkym v dlhotrvajucom uml¢ani mobilnych a repetitivhych
sekvencii DNA. Metylacia DNA je dalej podstatna pri kontrole génovej expresie,
bunkovej diferenciacii a embryonalnom vyvoji. Diferencialna metylacia sa
uplatiiuje pri ustanoveni rodi¢ovského imprintingu a pri stabilizacii
inaktivovaného stavu chromozému X.[5][7]

U baktérii je metylacia pouZivana ako obranny mechanizmus, kde umoziuje
rozoznavanie vlastnej metylovanej DNA a cudzej nemetylovanej DNA. Hned' ako je
syntetizované nové vlakno, okamZite je metylované. U l'udi je metylacia obmedzena
len na modifikaciu cytozinu, vyskytujuceho sa v oblastiach gendmu, ktoré obsahuju
cytozin-guanin dinukleotidy (CpG). Distribucia CpG dinukleotidov je v I'udskom
genome asymetricka, pricom vSetky z nich st modifikovateIné metylaciou DNA. Z
celkového poctu CpG dinukleotidov je 80% metylovanych. Tieto metylované CpG
dinukleotidy su ¢astymi miestami muta¢nych tranzicii. [6][8][11]

Oblasti so zvySenym vyskytom C-G parov sa nazyvaju CpG ostrovy. Obsah C-G
parov vramci CpG ostrovov predstavuje priblizne 64-67%, kdeZto priemerny
vyskyt ¢ini 41-42%.



Priblizne 70% exprimovanych l'udskych génov je asociovanych s CpG ostrovmi.
Sekvencia CpG ostrovu presahuje do oblasti transkripénych Startov, kde su
rozpoznavané transkrip¢nymi faktormi a zohravaju regula¢nu funkciu. CpG ostrovy
su dolezité v ochrane udrzovacich génov pred de novo metylacou a udrZuju ich

transkrip¢ne aktivny stav.[11][12]

2.2.1 Mechanizmus DNA metylacie

Bunky pocas diferenciacie a vyvoja prekonavaju vyznamné morfologické a funkcéné
zmeny bez toho, aby doSlo k zmene v primarnej Struktire DNA. Tieto zmeny su
dosledkom génovej expresie na epigenetickej urovni. Génova aktivita, alebo
naopak represia koreluje s mierou metylacie DNA promotorovych oblasti.
Metylacia DNA je katalyzovana enzymami, ktoré sa nazyvaju metyltransferazy
(DNMT). Tie kovalentne modifikuju uhlik cytozinovej bazy v pozicii 5 vramci CpG
ostrovéekovza vzniku 5 - metylcytozinu (mSC). Metylacia DNA moZe taktieZ

prebiehat na pozici N6 adenninu a N4 cytozinu, no jedina modifikovana baza, ktora
sa sa vo vacsej miere objavuje vo vyssich eukaryot je prave m5C. Pri metylacif
dochadza k rozpoznaniu substratovych molekul prostrednictvom DNMT spolu s
pomocnymi kofaktormi. Nukleofilnym napadnutim SH skupinou cysteinu
katalytického motivu sa utvori kovalentny komplex medzi bazou a enzymom.
Cytozinova baza sa v priebehu nukleofilného napadnutia vytodi zo Struktury DNA
helixu do katalytického miesta DNMT. To spdsobi zruSenie vodikovych mostikov,
ako aj d'al$ich interakcii medzi aromatickymi kruhmi vo vnutri DNA helixu. Uhlik v
pozicii 5 cytozinovej bazy sa stane aktivovanym a schopnym k nukleofilnému
napadnutiu metylovej skupininy Adenozil-L-methioninu. Deprotonaciou v C5
pozicii dochadza k eliminacii cysteinovej skupiny a k obnoveniu aromatickosti.
Metylaciou DNA dochadza k pozmeneniu vzhl'adu vel'kého Zliabku DNA, ktoré ale
stéricky neinterferuje s normalnym Watson - Crickovym parovanim. Takto
ustanovené epigenetické znacky DNA su dedi¢né.[9]
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Obr. 1: Mechanizmus metylacie DNA vramci CpG ostrovécekov pomocou
DNMT[10]



2.2.2 DNA metyltransferazy

Ako uZ bolo spomenuté, substratom metylovej skupiny je S-adenozyl-L-
metionin. Prenos metylovej skupiny na CpG dinukleotidy je katalyzovany DNA
metyltransferazami, ktoré tak prispievaju k tvorbe hemimetylovanej (metylacie iba
jedného vlakna) alebo plne metylovanej DNA. Momentalne su zname tri aktivne
DNA metyltransferazy, ktorymi su udrzujuca DNMT1, a de novo metyltransferazy
DNMT3a a DNMT3b. Spolocne tieto enzymy moZu vytvarat nové metylatné vzory a
udrzovat ich vd'aka bune¢nému deleniu. Preto tvoria zaklad stabilnej epigenetickej
transkrip¢nej pamati.[13][15]

DNMT1 je znama, ako udrZovacia metyltransferaza, ktora sa primarne podiela
na udrzovani, zachovani a rozSirovani uz existujucich metyla¢nych vzorov, pocas
kazdého bunkového cyklu. DNMT1 metyluje zostatky CpG a prednostne
hemimetylovanu DNA, ku ktorej ma velku afinitu. Pri replikacii udrzuje metyla¢ny
profil v novo syntetizovanom retazci, ktory je nevyhnutny pre epigeneticku
dedi¢nost. V menSej miere je zodpovedna za de novo metylaciu tumor
supresorovych génov. DNMT1 je najvdcSia metyltransferaza s molekularnou
hmotnostou 184 kDa.[13][14]

Enzymy DNMT3a a DNMT3b udrziavaju de novo metyla¢nu aktivitu a su
zodpovedné za metylaciu, ktora sa vyskytuje pocas embryogenézie. Chyby v
génoch pre DNMTs moZzu mat fatalne nasledky. Mutacia v géne pre DNMT3b
sposobuje imunodeficienciu. ICF ( Immunodeficiency, Centromere instability and
Facial anomalies syndrome) syndrdém je stav, pri ktorom je porusSena niektora zo
zloziek imunitného systému, a to v zmysle jej chybania, zniZenia, alebo
alteracie.[13][16][17]

2.2.3 Demetylacia

Demetylacia je dej, pri ktorej dochddza k odstraneniu metylovej skupiny z 5-
metylcytozinu. Tento proces mdze prebiehat bud pasivne, po replikacii nie je novy
retazec metylovany, alebo aktivne, nezavysle na replikacii. Pasivny proces moze
byt napr. liecba pomocou 5-azacytidinu u myelodysplastického syndrému. Jedna
sa o chemicky analég cytidinu, ktory sa inkorporuje do DNA, alebo RNA, kde pdsobi
ako hypometylacné Cinidlo. ZniZuje metylaciu promotorov, redukuje proliferaciu

buniek a signifikantne zmen3uje rast nadoru v IDH1 mutantnom gliome.[18]



2.2.4 Poruchy metylacie

Metylacia DNA hra vyznamnu tlohu vo vyvoji a spravnhom fungovani organizmov.
Uzko suvisi s expresiou génov, napr. pritomnost metylacie v promotorovej oblasti
ma vo vacSine pripadov za nasledok umlcanie expresie daného génu. Metylované
cytoziny nachadzame aj v transkribovanych oblastiach génov. Tato modifikacia
ovplyviiuje expresiu prevazne na posttranskrip¢nej tirovni.[19]

Metylacia DNA hra vyznamnu ulohu vo vyvoji a spravnom fungovani
organizmov. Uzko suvisi s expresiou génov, napr. pritomnost metylacie v
promotorovej oblasti ma vo vacSine pripadov za nasledok umlcanie expresie
daného génu. Metylované cytoziny nachadzame aj v transkribovanych oblastiach
génov. Tato modifikacia ovplyviiuje expresiu prevazne na posttranskripcnej
urovni.[19]

Zmena v hladine metylovanych cytozinov ma za nasledok pocetné fenotypové
prejavy, ¢o bolo Studované prevazne u rastlin. U ¢loveka je znama rada chordb
suvisejucich s poruchami metylacie DNA. Rettov syndrém je tazkym syndrémom
mentélnej retardacie Zien. Jeho pri¢inou je mutacia v géne MECP2 kédujuici 5-
metylcytozin - vazbovy protein. Protein sa viaZe na silne metylované oblasti
genomu a je sucastou proteinového komplexu, ktory sposobuje ich transkripcnu
inaktivitu. Dalsou chorobou, vedicou k detskej Gmrtnosti je u% spominany ICF
syndrom, ktory vznika mutaciou génu DNMT3b. Typickym priznakom je zniZena
produkcia imunoglobulinu, ¢o v kone¢nom désledku vedie k zniZeniu imunity a
infekénym chorobam.[20][21]

S hypermetylaciou, ¢i hypometylaciou je uzko spojena aj tvorba nadorov.
Nespravna metylacia promotorov a transkripénych oblasti génov mdZe viest k
aktivacii onkogénov, alebo potlaceniu expresie tumor supresorovych génov.
Hypermetylacia potlacCuje transkripciu promotorovych oblasti génov bohatych na
vyskyt CpG ostrovcekov veducich k inhibicii ich transkripcie. Tato modifikacia
umlCuje mnoho klasickych funkcii tumor supresorovych génov, vratane
hormonalnej signalizacie, oprav DNA, bunkovej adhézie, kontroly bunkového cyklu
a apoptdzy. Priblizne 1% l'udske;

DNA pozostava z kratkych CpG ostrovtekov. V nemetylovanej forme moZe byt
chromatin v tychto oblastiach formovany do aktivnej Struktury, ktora ulahcuje
naviazanie RNA polymeraz do oblasti promotoru génu. Metylované CpG
dinukleotidy sp0sobuji spontdnnu deaminéciu 5-metylcytozinu na thymin. Téato
reakcia sp6sobi zmenu Struktury chromatinu, ¢o v kone¢nom dosledku vedie k
vyznamnej bariére transkripcie. CpG ostrovfeky su v promotorovych oblastiach
normalnych tkaniv vd¢Sinou nemetylované bez ohladu na transkrip¢nu aktivitu

génu.



Vynimkou su netranskribované gény na inaktivnom chromozéme X a imprintované
autozomalne gény, kde jedna z rodicovskych alel mdZe byt metylovana.[20][21]

Hypometylacia je druhou matyla¢nou chybou, ktora je pozorovana v réznych
zhubych nadoroch vratane rakoviny prostaty. Je pravdepodobné, Ze
hypermetylatcné zmeny predchadzaji zmenam hypometylacnym, ktoré su
vSeobecne detekovae v rakovinach vys$Sieho Stadia. Hypometylacia je pozorovana
v dosledku zniZenej metylacie hojnych repetitivnych sekvencii, ktoré su husto
metylované v normalnych bunkach, ako su LINE -1 retrotranspozoény. Predpoklada
sa, ze prispieva konkogenéze skrz rozmanité mechanizmy vratane aktivacie
onkogénov, aktivacie latentnych retrotranspozonov a prispieva k nestabilite
chromozémov. Hypometylacia DNA je spojena so zvySenou genomickou
nestabilitou. Detekcia metyla¢nych zmien v $pecifickych oblastiach DNA tak moze
byt jednym z indikatorov nadorovych ochoreni.[20][21]

2.3 Inhibicia metylacie DNA

Inhibicia metylacie je jednym z pristupov $tudia metylacie DNA. Tieto pristupy su
zalozené na inhibicii DNA - metyltransferaz, pricom dany proces modZeme
uskutocnit na dvoch urovniach, biochemickej a genetickej.[20]

Proces biochemickej inhibicie je zaloZzeny na ovplivneni vazby
metyltransferaz k DNA, popripade ich aktivity. Ku klasickym hypometyla¢nym
¢inidlam sa riadi 5-azaC a 5-aza-dC. Tieto latky st schopné inkorporacie do DNA,
kde vytvaraju kovalentnu vazbu s udrZovacou a de novo metyltransferazami, ¢im
brani ich d'al$ej katalytickej aktivite. Obe latky patria k ireversibilnym inhibitorom,
no ich velkou nevyhodou je pomerne vysoka toxicita a nestabilita vo vodnych
roztokoch, na zaklade ¢oho st nevhodné pre dlhodobé experimenty. [22][23]

Inhibicia DNA na genetckej urovni prebieha za pomoci vyuZzitia mutantnych
organizmov. V tomto pripade sa do Studovaného génu vklada cudzoroda DNA, ¢im
ddjde k jeho inaktivacii.[22]



3 ANALYTICKE METODY

Nakol'ko existuje viacero metdd pre detekciu metylacie DNA, je takisto potrebné
volit spravny pristup pre konkrétnu analyzu. Sekvencne Specifické metody
ponukaju informaciu o metylacii konkrétne lokalizovaného cytozinu. Sem patria
metddy zalozené na modifikacii DNA bisulfidlom a metody, ktoré vyuZzivaju
metylacne citlivé restrik¢né endonuklazy. Sekvencne neSpecifické metody na
druhej strane poskytuju informacie o celkovej hladine metylacie DNA.

3.1 Metylacne citlivé restrikéné endonukleazy

Restrikéné endonukleazy su enzymy, ktoré Stiepia dvojSrobovicu DNA v
Specifickych oblastiach sekvencie, ktoré sa nazyvaju restriktné miesta. S vyuzitim
restrikénych endonukleaz, ktoré su citlivé na metylaciu ziskame informaciu o
hladine metylacie v danom restrikénom motive. Nevyhodou metddy je neistota
uplneho naStiepenia DNA a zistenie relativnej metylacie len cytozinov, ktoré sa
nachadzaju v restrikénom mieste. Okrem toho je nevyhnutné, aby sa v Studovanej
oblasti vobec nachadzali miesta pre Stiepenie metylatne citlivou restrikénou
endonukleazou.[24]

Casto pouZivanym isoschizomerickym parom restriktiz st EcoRIl a

BstNI.
[zoschizomerické pary sa vyznacuju rovnakym restrikénym miestom. Tieto enzymy
Stiepia DNA v sekvenci CCWGG, kde W reprezentuje adenin, alebo tymin. BstNI
Stiepi cielovu sekvenciu bezohl'adu na to, Ci je, alebo nie je metylovana, kdezto
EcoRIl rozStiepi DNA len vtedy, pokial motiv CCWGG nieje modifikovany
metylaciou na vnitornom cytozine. Dal$im ¢astopouZivanym isoschizomerickym
parom su enzymy Hpall a Mspl. Ich Stiepiace miesto je v motive CCGG. Mspl Stiepi
DNA, pokial' nieje vonkaj$i cytozin metylovany a Hpall naStiepi DNA v pripade
pritomnosti metylacie na ktoromkol'vek cytozine. Mieru metylacie DNA po Stiepeni
v danej sekvencii je moZné zistit elektroforetickou separaciou nastiepenej DNA,
Southernovym prenosom na nylonovi membranu a hybridizaciou s radioaktivne,
alebo fluorescen¢ne znacenou sondou. Ako sonda sa pouZiva usek DNA, ktorého
metylaciu sledujeme.[24][26]

Existuje rada d’alSich spdsobov, ako detekovat mieru metylacie po pouziti
metylacne citlivych endonukleaz. DNA mdéZe byt vystavena p6sobeniu metylatne
citlivého enzymu, ktory ju Stiepi len v nemetylovanych oblastiach. Nasledne je tato
pasaz Stiepena metylatne necitlivym isoschizomérom. Prikladom je Stipenie
metylacne citlivym enzymom Smal a nasledné Stiepenie metylatne necitlivym

Xmal.



V tejto analyze je kliCova skutotnost, Ze po Stiepeni enzymom Smal vznikaju
restrik¢né fragmenty s tupimi koncami, zatial'¢o Xmal zanechava po Stiepeni konce
kohézne, tzv. lepivé. Ku kohéznym koncom su ligované adaptory a je prevedena
Specificka amplifikacia tychto oblasti pomocou PCR. V PCR su teda pomnoZené len
metylované oblasti a nasledne sa vyuziva metdda DNA microarray, kde su
produkty PCR hybridizované k potencialnym cielovym sekvenciam, ktoré su
kovalentne viazané na mikroskopickych DNA Cipoch.[26][27]

3.2 Modifikacia bisulfidom

Tato metdda je zaloZena na odliSnej reakci cytozinu a metylcytozinu s bisulfidom.
Cytozin je behom reakcie hydroliticky deaminovany na uracil. 5 — metylcytozin
oproti tomu nieje schopny reakcie s bisulfidom, nakol'’ko jeho metylova skupina na
piatom uhliku stéricky brani jeho pristupu. Reakcia prebieha na jednovlaknove;j
DNA, preto je nevyhnutna denaturacia. Na to, aby bola analyza metylacie DNA
uspesna je nutné ¢o najva%c%sie percento konverzie nemetylovanych cytozinov
na uracily. Tato premena spravidla nikdy nieje Uplna, avSak pri zaisteni srpavnych
podmienokreakcie moéze byt az 99%. Medzi tieto podmienky sa radia vysoka
koncentracia bisulfidu, dostatotne nizké pH a opakovana denaturacia
templatu.[24]

Na konvertovanej DNA nasledne prebieha amplifikacia analyzovanej oblasti.
Je dolezité si uvedomit, Ze konvertované vlakna DNA uZ niest komplementarne a
preto je nutné amplifikovat a Studovat kazdé vlakno zvlast. V PCR sa do vlakna
DNA radi thymin na miesto uracilu a cytozin na miesto jeho metylovanej formy.
Kritickym bodom analyzy je navrh primerov, ktoré musia byt schopné nasadat ako
na vlakno, v ktorom boli pred modifikaciou metylované cytoziny, tak aj na povodné

nemetylované vlakno.[24]

3.2.1 Priame bisulfidové skenovanie

Tato metdda poskytuje informaciu o metylacii vSetkych cytozinov v tiseku DNA,
ktory je predmetom analyzy. Po bisulfidovej modifikacii a amplifikacii DNA su
produkty PCR vkladané do plazmidovych vektorov a nasledne sekvenované
Sangerovou metddou. . Nevyhodou tejto techniky je ¢asova narocnost, poskytuje
vSak presnu metyla¢ni mapu danej ¢asti DNA.[24]

3.2.2 Bisulfidové pyrosekvenovanie

Rovnako aj tato metdda je zaloZena na konverzi DNA bisulfidom a naslednom PCR.
Dalsi postup sa zakladd na enzymatickej syntéze retazca homolégneho k
analyzovanej jednovlaknovej DNA, ktora je $pecifickym spdsobom imobilizovana.



K tejto DNA st postupne pridavané jednotlivé deoxynukleotidtrifosfaty. V reak¢nej
zmesi je vzdy pritomny len jeden z nukleotidov. Akonahle dbojde k zaradeniu
komplementarneho nukleotidu, uvol'ni sa pyrofosfat a nasledne sa vyZiari svetelné
kvantum, ktoré je snimané. Tento jav sa nazyva luciferazova reakcia. Celkovo je
vreak¢nej zmesi pritomnych viacero enzymov. DNA polymeraza syntetizuje
komplementarne vlakno, podla imobilizovaného jednovlaknového templatu. Pri
tejto reakci dochadza k uvolneniu pyrofosfatu. ATP sulfurylaza nasledne v
pritomnosti adenosinfosfosulfatu konvertuje pyrofosfat na ATP. To je vyuzité
luciferazou k oxidacii luciferinu, behom ¢oho dochadza k uvol'neniu svetelného
kvanta. Na zaver su nevyuZzité nukleotidy degradované enzymom apyrazou, aby
mohli do reak¢nej zmesy vstupovat iné nukleotidy. Pyrosekvenovanie poskytuje
relativne presné data o metylacii jednotlivych cytozinov, nevyhodou je v§ak praca s
kratkymi sekvenciami (~100 bp).[25][28]

3.3 COBRA
COBRA je skratka pre kvantitativhu metédu metyla¢nej analyzy DNA. Bisulfidom

modifikovana a amplifikovana DNA je Stiepena metylacne citlivymi restrikénymi
enzymami. Produkty Stiepenia su separované gélovou elektroforézou. Stupen
metylacie daného useku koreluje s mnoZstvom naStiepenych a nenastiepenych
tisekov, teda s diZkou fragmentu DNA. Nastiepenie DNA endonukledzami nemusi

byt uplne, ¢o moze viest k podhodnoteniu skuto¢ného stupinia metylacie.[24]

3.4 Vysokoucinna separacia
Skupinou sekventne neSpecifickych metdd analyzy DNA su vysokoucinné

separacie. Medzi tento typ metdd sa radia kvapalinova chromatografia a kapilarna
elektroforéza.

3.4.1 HPLC

Vysokotlaka kvapalinova chromatografia je kvantitativnou metédou, pomocou
ktorej sa stanovuje celkové mnoZstvo metylovanych cytozinov v gendme.
Genémova DNA podlieha chemickej hydrolyze, ktorej produkty su od seba
oddelené prave pomocou HPLC. DNA je radou enzymov naStiepena na jednotlivé
deoxyribonukleosidy, ktoré s pomocou chromatografie separované. Nasledne je
stupeil metylacie cytozinu urceny zrovnanim hodnét absorbancie metylcytozinu a
cytozinu v analyzovanej vzorke a v Standarte o znamom obsahu tychto bazii.
Vacsiu citlivost je mozné dosiahnut pouZitim hmotnostnej spektrometrie namiesto

spektrofotometrického merania.



Nevyhodou metddy je, Ze vyZzaduje velké mnoZstvo gendmovej DNA o vysokej

kvalite a pomerne vel'ké finan¢né naroky na techniku.[24][25]

3.4.2 HPCE

Oproti HPLC je vysokoucinna kapilarna elektroforéza rychlej$ia a o nieco citlivejsia
metdda. HPCE funguje na podobnom principe, ako HPLC. Genémova DNA je v
prvom kroku hydrolyticky Stiepena a nasledné produkty su v d'alSom kroku od
seba oddelené kapilarnou elektroforézou. K zvySeniu citlivosti je mozZné pouzit

laserom indukovany fluorescen¢ny detektor a hmotnostnu spektrometriu.[24]

3.5 Imunoprecipitacia

Imunoprecipitacia je kvantitativna metdda, ktora zistuje stupeni metylacie na
danom useku DNA. MéZe byt dokonca prevedena aj in situ, teda na bunkach. V
roku 1985 bolo zistené, Ze na 5-metylcytozin v dsDNA sa viazu Specifické
protilatky. Nasleduje detekcia pomocou sekundarnej protilatky nesucej
fluorescen¢nu znacku a podla miery fluorescencie sa nasledne urci stupei
metylacie. Namerana fluorescencia je zrovnavna s hodnotami Ziarenia buniek o

znamom stupni metylacie.[24]

3.6 ,High - through sekvenovanie“

Tradi¢na metéda sekvenovania genémov réznych organizmov zahriiuje zdfhavé
Sangerovo sekvenovanie, ktoré je jednak asovo narocné. Okrem toho je potrené
vyuZitie mnoZstva pristrojov a taktiezZ vdcSieho mnoZstva genémovej DNA. Pri
novSom pristupe high throughput sekvenovania nieje potrebné také velké
mnozstvo, pricom jeho najvacSou vyhodou je rychlost. V niektorych pripadoch je
vSak klasické Sangerovo sekvenovanie obtiaZne nahradit, napr. pokial gendém
obsahuje mnoho repetitivnych sekvencii.[29]

Bisulfidova konverzia DNA a analyza amplifikovanych sekvencii je technika
celogendmového sekvenovania, na zaklade tzv. ,next generation sequencing”.
Nazyva sa BS-Seq a pomocou nej je mozné detekovat metylaciu v miestach, ktoré
boli pred tym povaZované za nemetylované, ¢im sa vyznamnym sp6sobom zvySila
citlivost detekci oproti metdde zaloZenej na ,DNA microarray“. Tieto metddy
vyuZivaju hybridizaciu analyzovanej sekvencie k tisicom cielovych sekvencii, ktoré

su imobilizované na mikroskopickych dostickach.[29]



4 ELEKTROCHEMIA

Elektrochémia skuma procesy, ktoré prebiehaji na rozhrani elektrdd a elektrolytu,
medzi ktorymi dochadza k prenosu elektrického naboja. Tato vymena je sp6sobena
redoxnou reakcou, ktora je oznacovana ako elektrédovy dej. Jeho princip opisuje
nasledujuci jednoduchy priklad.[30]

Ponorenim strieborného plieSku do roztoku AgNO3 dbéjde k vzniku

striebornej elektrédy. Kationy striebra sa v dosledku odoberania elektréonov z
plieS8ku vylucuju ako neutralne castice do doby, nez dojde k ustalenému stavu.
PlieSok sa voc¢i roztoku nabija kladne. Rozdiel potencialu kovu a roztoku
predstavuje rovnovazne napatie elektrédy. Na potencialovej stupnici nieje presne
dany pociatok, preto bol na zaklade dohody prisudeny nulovy potencial elektréde
vodikovej. Potencidly ostatnych elektréd sa urcuju porovnavanim so Standartnou
vodikovou elektrédou. Potencial je mozné vypocitat pomocou Nernstovej rovnice.
Ta popisuje zavislost potencialu elektrédy na koncentracii iontov v roztoku, ale len
v pripade, Ze elektrodou neprechadza prud.[30]

kde

E = elektrodovy potencial [V],

EO = $tandartny elektrédovy potencial [V],

R = moldrna plynova konstanta (8,314 ].K1 .mol 1),
T = termodynamicka teplota [K]

n = poCet vymenenych elektrénov [-],

F = Faradayova konstanta (96485,3365 C.mol 1),
a = aktivita oxidovanej/redukovanej formy

V pripade, Ze elektr6édou prechadza prud, jej potencial m6Ze naberat iné
hodnoty oproti rovnovaznej, ¢im dochadza k polarizacii. Ti spésobuje redoxny de;j.
Jedna sa o reakciu, pri ktorej dochadza k zmene oxidatného Cisla Castic. V pripade
oxidacie dochadza k zvySovaniu oxida¢ného cisla, pri redukcii je tomu naopak.
Tieto deje spdsobouju oxidacné, resp. redukcéné cinidla. Oxidacné c¢inidla oxiduju
ina latku, pricCom sa prijmanim elektronov samé redukuju. Redukc¢né Ccinidla
sposobuju presne opacnu reakciu. Oxidacia a redukcia musia prebiehat
sucastne.[30][31]



4.1 Rozdelenie elektrod

Elektrody prvého typu su tvorené elektrédou ponorenou do roztoku vlastnych
iontov. Patria sem kovové a plynové elektrody, ako st napr. elektrédy strieborné,
medené, zinkové, olovené, alebo vodikové.[32]

Pri elektr6dach druhého typu existuju dve fazové rozhrania. Medzi
roztokom a kovom elektrédy sa nachadza malo rozpustna sol, ktora je tvorena
kationom kovu, roztok naopak obsahuje anion soli. Prikladom je argentchloridova
(AgCl), alebo kalomerova Hg>Cl; elektrdda. [32]

Oxida¢no reduk¢né elektrody su tvorené obvykle uSlachtilym kovom

ponorenym do roztoku oxidovanej a redukovanej formy oxidatne redukcéného
systému. Kov sa chemickej reakcie nezucastnuje a plni len funkciu kontaktu a
transportu elektronov. Oxidova forma prijma elektrony a dochadza k jej redukcii,
naopak redukovana forma eletrény odovzdava, ¢im dochadza k jej oxidacii.[32]

Dalsim typom st iontovo selektivne elektrédy, ktoré sa skladaji sa z
iontovo selektivnej membrany, vnutorného elektrolytu a vnutornej referencnej
elektrody. Medzi membranou a roztokom vznika tzv. Donnanov potencial.
Vysledny potencial membrany je nasledne dany rozdielom oboch Donnanovych
potencialov (na kazdej strane membrany jeden).[32]

4.2 Elektrodové systémy

Elektrédové systémy sa delia podl'a usporiadania resp. poctu elektrod, ktoré sa
podielaju na merani. M6Ze sa jednat o zapojenie dvojelektrédové, trojelektrodové,
pripadne aj Stvorelektrodové.[33]

Najjednoduhsi typ zapojenia je dvojelektrodovy systém s jednou pracovnou (WE) a
jednou referencnou elektrédou (RE). VloZené napatie je medzi tymito elektrédami
merané pomocou voltmetru a prud pomocou ampérmetru. Pri zmene vloZeného
napdtia dochadza k zmene potencialu pracovnej elektrody, pricom potencial
referencnej je nemenny. Znacnou nevyhodou tohto zapojenia je, Ze nieje moZné
presne stanovit potencial pracovnej elektrody, kvoli ubytku napatia spdsobeného
odporom roztoku. Kvoli tejto skutocnosti je takyto systém zapojenia pomerne

nepresny.[33]
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Obr. 2: Schéma dvojelektrédového zapojenia[39]

Oproti dvojelektrodovému zapojeniu poskytuje trojelektrodovy systém
vyhodu v tom, Ze nedochadza k ubytku napdtia sposobeného odporom roztoku.
Napitie je merané medzi elektrédou pracovnou a referentnou. Medzi tymito
elektrodami nepreteka elektricky prud, preto je hodnota meraného napatia presna.
Ten sa meria medzi pracovnou a pomocnou elektrédou. Trojelektrédovy systém je
v elektrochémii vyuZzivany najcastejSie.[33]
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Obr. 3: Schéma trojelektrédového zapojenia[39]




4.2.1 Pracovna elektroda

Jedna sa o polarizovatelnu, oxida¢no-reduk¢nu elektrédu, ktorej ddleZitou
vlastnostou je elektrochemicka stabilita pre vel'ky potencialovy rozsah. Preto sa
obvykle vyraba s materialov, ako je zlato, ortut (kvapalna elektrdda), alebo uhlik.
Pracovna elektréda musi mat presne definovany tvar a vel'kost povrchu, pretoZe
pretekajuci prud je priamo umerny velkosti jej povrchu. Vo voltametrii sa
pouZzivaju pracovné elektr6dy z tuhych materialov. Ich povrch sa neobnovuje, je
stale viac opotrebeny, pripadne zaneseny necistotami. Tato skuto¢nost sposobuje
rozdielnost nameranych hodnot pradu pri niekol'’konasobne opakovanom merani.
Rozdielnost hodnot sa da minimalizovat dokladnym Cistenim povrchu elektrody
pred kazdym meranim. Vyhodou tuhych elektrdd je, Ze na rozdiel od elektrédy
ortutovej sti pouZitelné aj pre meranie kladnych potencialov. Dal$ou vyhodou je

moZnost ich miniaturizacie pre senzorové aplikacie.[34]

4.2.2 Referencna elektroda

Obvykle ide o elektrédu druhého typu (napr. kalomerova, alebo argentchloridova),
voci ktorej sa vztahuje potencial pracovnej elektrody. Referenc¢na elektrdda je
nepolarizovatelna a ma konStantny elektrochemicky potencial, pretoZe tiou

nepreteka prud.[34]

4.2.3 Pomocna elektréda

Pomocna elektréda sa vyuZiva len pri tri a viacelektrodovych systémoch. Ich
ulohou je odvadzat prud z referencnej elektrody a tak zabranit zmene jej zloZenia.
Vzhladom k tomu, Ze elektr6dou tecie vel'ky prud, je dolezita jej konStantnost a
odolnost. Vyrabaju sa preto z inertného materialu, ako je napr. uhlik, alebo platina,
svelkostou povrchu zrovnatelnou, alebo vadcSou, ako je povrch elektrédy

pracovnej. [34]

4.3 Priame elektrochemické metddy

Elektrochémia DNA sa zacala vyvyjat v polovici 50. rokov 20. storocia, kedy sa
potvrdili elektrochemické vlastnosti nukleovych kyselin (NK) pomocou
oscilografickej polarografie. Dnes je uZ znamym faktom, Ze NK su elektrochemicky
aktivne a ich vlastnosti je moZné analyzovat prostrednictvom prudovych, alebo
inych signalov, ktoré vznikaju po ich interakcii s elektricky nabitymi povrchmi.
Informacie o vlastnostiach a Strukture NK sa ziskavaju v réznych prostrediach

(elektrolytoch) a na materialovo odliSnych elektrédach.[40]



Vlastny princip elektrochémie NK spociva v tom, Ze merana molekula je
schopna prijat elektrény od pracovnej elektrody, alebo jej elektréony odovzdavat. V
prvom pripade hovorime o jej redukcii, v druhom zase o oxidacii. Elektroaktivnou
zlozkou NK su dusikaté bazy, z ktorych su redukovatel'né adenin, cytozin a guanin
a oxidovatelné adenin s guaninom. Redukciu adeninu a cytozinu je moZné
uskutoc¢nit v neutralnom, alebo mierne kyslom prostredi na ortutovej, alebo
amalganovej elektréde. Pri inych typoch dochadza k vyvyjaniu vodika, ktory
znemoZnuje pozorovanie redukénych signalov. Na druhej strane oxidaciu
purinovych baz, ktora prebieha pri vysoko pozitivhych potencialoch okolo +1 V je
moZné merat na uhlikoych elektrédach, ktoré su v danej potencialovej oblasti
inertné. K analyze metlylacie DNA sa pouZivaju rozne metody, ktoré su popisané v

nasledujucej kapitole.[40]

4.3.1 Polarografia

Touto metddou je vyhodnocovana zavislost elektrického prudu na napati, ktoré je
privadzané na dvojicu elektrodponorenych do elektrolytického roztoku. Pracovna
elektroda je tvorena ortutovou, kontinudlne sa obnovujucou kvapkou a druha
referencna elektréda moZze byt napriklad kalomerova, alebo argentchloridova.
Vysledkom je polarogram zobrazujuci prudovu zavislost na prilozenom napéti. Na
polarograme sa vytvaraju tzv. polarografické viny. Pomocou ich polohy je mozné
urcit, o aky typ skimanej latky sa jedna. Z vel'kosti prudového narastu je d'alej
moZné urcit koncentraciu stanovenej latky. Pre jednoduhSie a presnejSie urcenie
hodno6t je moZné vyuzit krivku vzniknutd derivaciou podla napétia, z ktorej su
viditelnejSie predovSetkym prudové narasty detekovanych latok. Vyhodou
polarografie je predovSetkym to, Ze dochadza k neustalemu obnovovaniu ortutovej
kvapky a tak ma stale Ccisty povrch, ¢im je zabezpecena spolahliva
reprodukovatel'nost merania. [41]
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Obr. 4: Polarogram a schéma zapojenia polarografu[41]



4.3.2 Voltametria

Voltametria je jednou z najpouzivanejSich elektrochemickych metéd vhodnych k
urcovaniu pritomnosti a koncentracie roznych analytov, vratane metylovanej DNA.
Voltametria je podobne, ako starSia polarografia zaloZena na merani polariza¢nych
kriviek. Meranie obvykle prebieha v elektrochemickej cele s elektrolytom v
klasickom trojelektrédovom zapojeni. Referen¢na elektroda je zapojena tak, Ze tiou
pri merani neprechadza prud a nedochadza tak k jej polarizacii za tychto
podmienok si referentna elektréda udrzuje konStantny potencial. Behom merania
sa linearne meni elektricky potencial pracovnej elektrody voci referencnej a
zaznamenava sa prud pretekajuci medzi pracovnou a pomocnou elektrédou. Pri
voltametrickej analyze sa spravidla polarizuje elektréda v oboch smeroch, od
kladnych k zapornym potencidlom a naopak, a v roztoku tak dochadza k oxida¢ne
redukénym reakciam. Vysledkom merania je voltamogram s charakteristickymi
pikmi.[35]

Kazda molekula sa po priechode prudu vyznacuje Specifickym pikom na
voltamograme. Podla charakteristického potencialuy, v ktorom sa pik na
voltamograme nachdadza, je nasledne moZné urcit danu latku. VySka piku je naopak
referenciou koncentracie latky, resp. mnozstva molekul, ktoré podlahli

elektrochemickej reakcii.[35]

4.3.3 Cyklicka voltametria

Cyklicka voltametria (CV) je metéda zaloZena na postupnom zvySovani napdtia
pracovnej elektrody v ¢ase a merani prudu pretekajiceho systémom. Pokial za¢ne
pri urcitom napéati prebiehat elektrochemicka reakcia, dojde k vyraznému
zvySeniu prudu v systéme. V nameranom grafe sa to prejavi ako charakteristicky
narast a pokles prudu. Spravne nastavenie systému zavisi na type analyzovanej
hmoty tak, aby meranie prebehlo v akceptovatelnom ¢asovom horizonte, pri
napdtiach odpovedajucich pracovnym napdtiam elektré6dy a s potrebnou
vypovedajucou hodnotou.[36]

Pri CV je skumany roztok podrobeny potencialu vloZenému na elektrody
nasledujucim sposobom. Potencial je linearne zvySovany od pociatocného (initial)
k tzv. zZlomovému (vertex) potencialuy, ¢o je tzv. dopredny (forward) scan. Nasledne
je znizovany ku konecnému (final) potencialu - spatny (reverse) scan. PociatoCny
potencial je spravidla zhodny s kone¢nym potencialom, dopredna a spatny scan tak
tvoria jeden cyklus. Podla potreby sa uskutoCiiuje jeden, alebo viac cyklov. Pokial
je technika obmedzena len na polovicu cyklu, hovorime o linearnej voltametrii
(LSV). Rychlost, s akou je potencidl meneny (scan rate), urcuje casové okno
experimentu. Vysdledkom CV merania je zavisost prudu pretekajuceho sustavou
na vloZenom napati, tzv. voltamogram. Moderné pristroje pre premeranie
voltamogramov, potenciostaty, pouZivaju trojelktrédové zapojenie.[36]
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Obr. 5: Tvar pésobiaceho napitia (A) a ukazka priebehu polarizacnej krivky (B)[42]

Roztok vhodny pre voltametricku analyzu musi obsahovat okrem analytu eSte
nadbytok pomocného eletrolytu. Koncentracia elektrolytu by mala byt taka, aby
iontova sila skimanej latky tvorila maximalne 3% z celkovej iontovej sily roztoku.
lontova sila je veli¢ina vyjadrujuca celkovu ,koncentraciu naboja“ v roztoku. Pri
praci s pevnymi elektr6dami je potrebné povrch elektrédy pred kazdym scanom
vylestit pomocou vhodnej pasty. Pozicia piku charakterizuje latku kvalitativne,
zatial' ¢o jeho vySka (prud) je priamo umerna koncentracii latky v roztoku a je ju
moZné vyuzit ku kvantitativnemu stanoveniu. Vplyvom mikroskopickej nerovnosti
povrchu elektrédy sa moZe plocha stanovena voltametricky znacne odliSovat od
geometrickej plochy. CV je charakterizovana plynulym narastom potencialu
pracovnej elektrody z jednej meznej hodnoty do druhej a spat do vychodzieho
bodu. Z toho vyplyva, Ze zakladnymi nastavitelnymi parametrami su mez a
rychlost posunu potencialu. Ovlpyvnovat je taktieZ moZné vlastnosti eletrkolytu,
predovSetkym koncentraciu elektroaktivnej latky a teplotu. Odozvou systému je
tzv. polarizatna krivka, resp. zavislost prudu pretekajuceho elektrédou na
potenciadle. Tato krivka byva tieZ niekedy oznacovana ako elektrochemické
spektrum systému. VSeobecne existuju dva mezné pripady Studovanych systémov.
Jedna sa o elektrodové deje vratné a nevratné. Pri reverzibilnej reakci sa ziska
rovnako vysoky katodicky a anodicky pik. Pri vzrastajlcej ireverzibilite deju sa
piky od seba vzd'aluju a jeden z nich postupne vymizne. Zo vzdialenosti piku je tak
isto moZné urcit rychlostnu konStantu elektrédového deja.[36]

4.3.4 Diferencna pulzna voltametria

Pri pouziti pulznych metod je prud merany v presne definovanej dobe po vloZeni
napatového pulzu. V DPV maji tieto pulzy tvar polobdiZnikov s konstantnou
vySkou a Sirkou. Tieto pulzy su superponované na napatovej rampe, ktora sa
linearne meni v ¢ase. Napatovy pulz pri DPV trva niekol'ko desiatok milisekund,
pricom sa meria prud tesne pred pociatkom pulzu a na jeho konci. Vysledna krivka
je potom rozdielom tychto dvoch hodnot. Vysledkom je opat krivka v tvare ,piku®,
kde poloha na potencialovej ose odpoveda hladanej latke a velkost prudu
koncentracii latky v analyte. [34]
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Obr. 6: Priebeh potencialu a pridu pri DPV. Potencidl vkladany na
pracovnu elektrédu

4.3.5 Square wave voltametria

V priebehu tejto metddy je na elektrodu tak isto vkladany linearne sa meniaci
potencidl, ktory je modulovany napatovymi pulzami. Tie su voci napatovej rampe
pozitivne a negativne. Prud je merany vzdy tesne pred zmenou potencialu, ¢iZe ku
koncu kazdého vlozeného pulzu. Nasledne sa od seba odc¢itaju hodnoty prudu na
pozitivnom pulze a predchadzajucom negativnom. SWV mdZe na rozdiel od DPV
pracovat v rezime vysokych rychlosti zmeny potencidlu a je vhodna hlavne k
citlivej detekcii reverzibilnych elektrochemickych dejov.[34]

4.4 Detekcia s vyuzitim biosenzoru

Biosenzor je analyticky pristroj obsahujuci citlivy prvok biologického povodu,
ktory je bud sucastou, alebo v tesnom kontakte s fyzikdlno - chemickym
prevodnikom. Poskytuje priebezny elektrochemicky signal, ktory je priamo
umerny koncentraci jednej, alebo skupiny chemickych latok v analyte. Hlavnymi
Castami biosenzoru su bioreceptor a prevodnik, ktoré su integrované v jednom
senzore.[43][44]

Signaly z prevodnika sa dalej spracuvaju elektronickymi obvodmi.
Vysledkom takejto kombindacie je schopnost biosenzorov Specificky a vel'mi citlivo
uréit spektrum latok v procesoch analyzy. Dal$ou vyhodou je nizky vplyv
biosenzoru na biologické prostredie v ktorom pracuji. V porovnani s konvencnymi
metddami na detkciu niektorych veli¢cin moZe byt pouZite menej Casovo a finan¢ne
naro¢né. Na druhej strane sa vSak potykaju s nevyhodou vramci nizkej ¢asovej a
mechanickej stability, ako pomerne narocnej pripravy.[43]

V biosenzoroch sa vyuZiva priame prepojenie maticovo viazaného receptora,
ktorym je bioaktivna latka, s elektronickym zariadenim na prenos a dalSie

spracovanie signalu.



Zabudovana molekula receptora vytvara s molekulami detekovanej latky
kompex, ktorého vznik vyvolava zmenu sledovanych parametrov - signal. S inymi
molekulami receptor neinteraguje, alebo zmeny sledovanych parametrov maju iny
charakter. Fyzikalno - chemické premeny receptorov zapricinené interakciou so
sledovanou latkou sa detekuju potenciometrickymi, alebo ampérometrickymi
elektrodami, termistormi, optoelektrickymi detektormi, alebo inym zariadenim a
premienaju sa na vystupny signal vo forme, ktora moze byt zosilnena, zobrazena a
uloZena.[43][44]

Rekogni¢né elementy moZzno rozdelit do dvoch skupin. Katalitické zahfnaju
enzymy, mikroorganizmy a rastlinné, alebo ZivociSne elementy. Medzi
nekatalytické rekogni¢né elementy patria protilatky, receptory a nukleové

kyseliny.
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Obr. 7: VSeobecna schéma biosenzoru[44]

4.5 Fotoelektrochemické metddy

Fotoelektrochemicky proces (PEC) je zaloZeny na premene foténov na elektricky
prud, ktora vypliva z excitacie elektronov a nasledného prenosu naboja z
fotoexcitovaného materialu pomocou svetelného zdroja. Jedna sa o evolu¢nu
generaciu elektrochemickej metddy, ktora poskytuje rdozne moznosti analyzy
biologickych interakcii. Hlavnymi vyhodami st nizka nakladovost, pomerne
jednoduché pristrojové vybavenie a vysoka citlivost. Ako vybudzovaci element sa
pouZziva zdroj svetla a emitovany fotoprud zase sluzi ako detekovany signal. V
dosledku tohto uplneho oddelenia a réznych energetickych foriem budiaceho
zdroja a detekcného signalu ponuka tato metdda potencialne vysSiu citlivost, ako
konvenctné elektrochemické metddy, v dodsledku zredukovaného signalu z
pozadia.[45][46]

Analyza pomocou PEC moze byt rozdelena na zaklade ro6znych kritérii.
Podl'a sp6sobou interakcie s analytom mo6Zu byt detek¢né PEC metddy rozdelené
biokatalytické zariadenia a afinitné senzory. Biokatalytické zariadenia inkorporuju
biologické materialy, ako su napriklad enzymy, ktoré rozpoznavaju ich Specifické

molekulové substraty.



Afinitné senzory pracuju na zaklade selektivnych vazbovych interakcii medzi
rekogni¢nou biomolekulou a analytom, akymi su napriklad imunokomplex antigen-
protilatka, alebo DNA hybridizacia. Alternativne moZzu byt PEC biosenzory
rozdelené podla spbsobu prenosu signalu na potenciometrické a
ampérometrické.[45][46]
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Obr. 8: Schéma zakladného principu PEC bioanalyzy[45]



5 UHLIKOVE NANOTRUBICE

Uhlikové nanotrubice (CNTs) patria medzi alotropy uhliku, ktoré vzhladom
k svojim jedine¢nym vlastnostiam ponukaju uplatnenie v mnohych aplikaciach. Ich
pozorovanie prebiehalo uz v patdesiatych rokoch, no ich objav je pripisovany az
prof. lijimovi, ktory vroku 1991 publikoval ¢lanok o priprave viacstennych

uhlikovych nanotrubic vnorenych do seba.[37]

5.1 Struktira a vlastnosti

Zakladnym stavebnym prvkom nanotrubic je grafén. Jedna sa o formu uhlika
s atdbmami, ktoré tvoria rovinnu Sestuhlikovu Strukturu. Pokial' déjde k zvinutiu
takejto vrstvy, dostaneme jednostennu uhlikovi nanotrubicu (SWNT). Zavislost
smeru zbalienia dvojrozmernych grafénovych vrstiev, ktora je dana chiralnym

vektorom R urcuje vyslednu Struktiru uhlikovych nanotrubic. Chiralita dalej
ovplyviiuje vodivost, hustotu, mriezkova Struktiru a dalSie vlastnosti
nanotrubic.[37][38]

Uhlikové nanotrubice mozZeme rozdelit do dvoch zakladnych kategorii.

Prvym typom st jednostenné CNTs, ktoré maju typicky priemer 0,4 - 2 nm a diZku
niekol’ko mikrometrov. Druhym typom nanotrubic, ktoré boli vyuZité v tejto praci,
su mnohostenné uhlikové nanotrubice (MWNT), tvorené z niekolkych
sustredenych uhlikovych nanotrubic. Tie su zpravidla v priemere vacSie ako 2 nm
aich di¥ka moéZe byt viac neZ 10 pm. Nanotrubice majii dobré mechanické,
elektrické a optické vlastnosti, su pevné, pruzné, tepelne stabilné a vyznacuju sa
vysokou eletrickou a tepelnou vodivostou. Medzi ich dalSie vlastnosti, vdaka
ktorym su idedlne vyuZzitelné k uprave povrchu elektrody, je skuto¢nost, Ze mozu
prenasat prudy o vysokej hustote (10° A/m?), pricom st chemicky inertné a niesu
napadané silnymi kyselinami, alebo zasadami.[37][38]
Uhlikové nanotrubice je mozné vyrabat niekol'kymi metdédami, ktoré maju svoje
vyhody aj nevyhody a prirodzene vedu k syntéze réznych typov CNTs. Medzi tri
najcastejSie vyuZzivané technoldgie vyroby patria vyboj elektrického obluku,
laserova ablacia a chemicka depozicia z par.[38]



6 EXPERIMENTALNY PLAN

Cielom praktickej Casti tejto prace je navrh biosenzoru pre detekciu metylovane;j
DNA anasledna detekcia realnych vzoriek, ktora bola vykonana pomocou DPV.
Cely experiment bol rozdeleny do Styroch hlavnych blokov. Navrh senzoru, ktory je
schopny detekovat zmeny v Struktire urcitého useku DNA sekvencie, akou je
napriklad metylacia DNA, je zaloZeny na modifikacii detekcného povrchu elektrédy
urcitou metdédou. Prvy blok experimentu sa preto venuje prave zvoleniu a aplikacii
vhodnej modifikacie elektrédy. V tomto pripade bola zvolena modifikacia GCE
pomocou MWNT a cholinu, ktora ma za ulohu zvysit citlivost detekcie.

V druhom bloku bola uskutotnena optimalizacia jednotlivych parametrov,
ktoré pri maximalizacii citlivosti met6dy zohravaju doleziti ulohu. Jedna sa
o parametre pre metéodu DPV. Ako faktor, ktory sa pri ich optimalizacii bral do
uvahy bol ich vplyv na vysku a polosirku pikov.

Treti experimentalny blok bude venovany metéde priamej detekcie
zmesnych vzoriek baz bez pritomnosti mC as pritomnostou mC. Na zaklade
nameranych dat bude sledovany trend v zmene charakteristickych vlastnosti
pikov, ktory bude dalej vyuZzity kstanoveniu pritomnosti mC vo vzorku.
V poslednom S$tvrtom bloku, ktory nadvazuje na metddu priamej detekcie z bloku
tri, bude optimalizovana metéda pouZzita na detekciu vzoriek oligonukleotidu
s roznym zastipenim mC prostrednictvom biosenzoru. Tato metdda je zaloZena na
inkubdcii proby a naslednej hybridizacii ciel'ovej sekvencie.

Vysledkom experimentu budu data z dvoch réznych pristupov detekcie, na
zaklade ktorych bude zvolenou metédou demonStrovana pritomnost mC vo
vzorku.



7 MATERIALY A METODY

Vtejto kapitole su popisané vSetky chemikalie, materidly, postup pripravy
a jednotlivé metddy, ktoré vramci celého experimentu boli vyuZité.

7.1 Chemikalie

VSetky uvedené chemikalie, pokial' nieje uvedené inak, boli obstarané firmou
Sigma - Aldrich Chemical Corporation (USA). Oxidované MWCNT boli zakupené
z PalmSens BV.

Na modifikaciu elektrédy boli pouzité MWCNT, N,N-dimetylformamid, cholin,
ACS voda, etanol a aluminiovy prasok. V pripade biosenzoru boli pouZité oxidované
MWCNT. Pre pripravu fosfatového pufru bol pouZity 0,5M hidrogenfosfore¢nan
sodny (Na2HPO4) a 0,5 M dihidrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4). Pre pripravu
zmesnych vzoriek nukleotidovych bazi boli pouZité bazy adenin, tymin, guanin,
cytozin a metylcytozin. Pre detekciu boli zakupené oligonukleotidové sekvencie
nemetylovanym, polovi¢ne metylovanym a plne metylovanym obsahom cytozinu.
Pre detekciu biosenzorom boli pouZité nasledujuce sekvencie
Préba: 5’ -CATGGCGCGGAC- 3’
Cielova (nemetylovana): 5 - GTCCGCGCCATG - 3’
Cielova (polovi¢na metylacia): 5’ - GTC[metC]G[metC][metC]CATG
Cielova (plne metylovand): 5’- GT[metC][metC]G[metC]G[metC][metC]ATG

7.2 Pristrojové a softwarové vybavenie

Potenciostat Autolab PGSTAT101 (Metrohm, Svajéiarsko)
pH meter inolab, WTW (Weilheim, Nemecko)
Elektromagneticka mie$atka RET (IKA, Svajéiarsko)
Analytické vahy BAS 31 (Boeco, Nemecko)

Ultrazvukova vana

Infralampa

NOVA (SW)

MagicPlot (SW)

SciDAVis (SW)

7.3 Priprava roztokov pre modifikaciu GCE

Vramci modifikacie pracovnej eletrédy boli vyuzité dva druhy MWNTs -
neoxidované a oxidované. V oboch pripadoch boli zhotovené zasobné roztoky
rozpustenim 0,75 mg.ml' MWNT v N,N-dimetylformamide. Pre pripravu cholinu
bol zhotoveny zasobny roztok 18 mM cholinu rozpusteného v ACS vode.



7.4 Priprava pufru a roztokov baz

Pre experiment bol ako elektrolyt zvoleny 0,5 M fosfatovy pufr o pH 7,0. Postup
pripravy zasobného roztoku pufru oobjeme 500 ml bol nasledovny: Na
analytickych vahach bolo odvaZzenych 6,8 g KH2PO4, ktoré boli nasledne rozpustené
v 300 ml Mili-Q vody. V druhych 300 ml bolo rozpustenych 7,1 g Na;HPO4. Pri
teplote 25 °C boli néasledne tieto dva roztoky miesané a za pomoci pH metru bolo
docielené pH 7,0.

Na pripravu roztokov jednotlivych baz (A, C, G, T, mC) bol pouZity 0,5 M
fosfatovy pufr o pH 7,0. Navazky baz o hmotnosti 45 mg boli rozpustené v 50 ml
ACS vody. VSetky roztoky, pokial neboli prave pouzivané boli skladované
v chladnicke pri teplote 4°C.

7.5 Modifikacia elektrdédy

Pre detekciu DNA prostrednictvom vybranych metdd bola zvolend sklend uhlikova
elektroda (GCE). V prvom kroku modifikacie elektrody bol detekény povrch ru¢ne
lesteny pomocou aluminiového prasku po dobu 180 sekund. Po vyleSteni detekCnej
plochy elektrédy je vyzadované ultrazvukové premytie v etanole a Mili-Q vode,
postupne po dobu 10 minut, aby doslo k uplnemu odstraneniu akychkol'vek necistot
a zbytkov aluminiového prasku. Poslednym krokom pred samotnou modifikaciou je
vysuSenie elektrody, ato pomocou dusiku. Moznou alternativou je volné vysuSenie
elektrody na vzduchu, alebo pomocou susSiarne, no pri tychto postupoch méze dojst
k opitovnému znegisteniu plochy a navySe st pomerne zdihavé, ¢o je pri uz aj tak
casovo naro¢nej modifikacii neziaduci faktor.

Takto precistena elektroda bola v prvom kroku modifikacie upravend cholinovou
vrstvou (Ch/GCE). Elektréda ponorend do 0,1 M roztoku fosfatového pufru o pH 7.0
s obsahom 1.8 mM cholinu bola skenovand metddou cyklickej voltametrie v okne s
rozmedzim -1,70 az 1,80 V, pocas Siestich cyklov s rychlostou zmeny potencialu 20
mV.s". Vyznam cholinového filmu pri konstrukcii biosenzoru ma dva aspekty. V prvom
pripade poskytuje stailnd monovrstvu s —-N"(CH3); poldrnymi koncovymi skupinami,
ktoré vykazuju pozoruhodné elektrokatalytické vlastnosti smerom k oxiddcii bdz DNA.
Druhou vyhodou je skutoCnost, ze poskytuje priaznivy podporny substrat pre
naviazanie MWNTs. Kladne nabita vrstva cholinu zvySuje hustotu aktivnych miest
GCE, ¢o sa javi ako prospesne pre stavbu MWNTs prostrednictvom elektrostatickej
interakcie medzi pozitivne nabitou — N*(CH3); poldrnou skupinou cholinu a negativne
nabitymi karboxilovymi skupinami MWNTs. V dosledku toho sa MWNTs boli schopné
homogénne vstavat na povrch Ch/GCE, ¢o dokazuje, Ze cholinova vrstva moze

poskytnut’ vhodné lokalne mikro prostredie pre MWNTs.



Vdruhom kroku boli MWNTs dispergované v N,N-dimetylformamide (DMF)
sonikované po dobu 30 minut. Vysledna MWNTs/Ch/GCE bola vytvorena
nanesenim 8 ul MWNTs - DMF suspenzie na povrch elektr6dy upravenej pomocou
cholinu a takto ziskany povrch bol v poslednom kroku susSeny po dobu 20 minut
pod infra lampou. Suenie je zaroven poslednym krokom modifikacie elektrddy,
¢im je elektrdda pripravena k meraniu.

Leitenie GCE L Eistenie v L Eistenie
180z "|  etanale S min 1w mili-g s min
Aplikada WMWHNT v v choline & Suienie dusikom
20min cyklow

Obr. 9: Blokové schéma modifikacie GCE

7.6 Diferencna pulzna voltametria

Detekcia jednotlivych signalov zo zmesnych roztokov baz a troch cielovych
sekvenci oligonukleotidu bola vykonana na metodou diferentna pulzna
voltametria svyuzitim pristroja Autolab PGSTAT101 a softwaru NOVA. Pocas
merania sa pracovalo sklasickym trojelektrédovym zapojenim. Vysledkom
merania je voltamogram, z ktorého je mozné kvantitativne (podla prudového piku)
hodnotit latky v eletrolyte. Pracovnou elektrodou bola modifikovana GCE,
referen¢nou elektrédou bola argentchloridova elektréda a ako pomocna elektroda
bola zvolena platinova elektréda. VSetky analyzované vzorky boli pred detekciou
zbavené kysliku prostrednictvom prebublavania argénom (99,999%) po dobu 90
sekund. Pre vSetky merania pocas experimentu bola zvolena DPV s nasledujucimi
optimalizovanymi parametrami: Detekéné okno urcené pociatotnym a koncovym
potencidlom 0,4 - 1,6 V, amplitida pulzu 0,07 V, ¢as pulzu 0,05 s, potencialovy krok
0,005 V a ¢as potencidlového kroku 0,5 s. Depozi¢ny C€as bol nastaveny na hodnotu
90 s pri potenciali 0,4 V.

7.7 Metoda priamej detekcie

Na zaklade vySSie popisanej optimalizovanej metddy DPV bola prevedena detekcia
dvoma odliSnymi pristupmi. Tym prvym je metdda zaloZena na priamej detekci
jednotlivych baz v analyte na zaklade ich oxidacnych potencialov, o znamena, Ze
cielova sekvencia je priamo detekovana z eletrolytu. Pri vSetkych meraniach
vykonanych touto metédou bol pouZitym elektrolytom, ktory poskytoval vhodné
elektrochemické prostredie 0,5 M fosfatovy pufr o pH 7,0.



7.8 Hybridizacia ciel'ovej vzorky pri detekci biosenzorom

Druhym zvolenym pristupom detekcie metylacie DNA bola detekcia biosenzorom,
ktora je zaloZenda na nepriamej detekci hybridizovanej cielovej sekvencie. Tento
pristup vyzaduje pred samotnou detekciou zopar nutnych krokov v podobe
modifikacie GCE, inkubacie proby asamotnej hybridizacie cielovej sekvencie.
V tejto praci su biosenzorom namerané data pomocou dvoch pristupov, ktoré sa
lisia v jednotlivych krokoch (modifikacia, inkubacia a hybridizacia).

Prva metdda je zapocata modifikaciou GCE pomocou oMWNTSs rovnakym
sposobom, ako tomu je v pripade nepriamej detekcie. Nasledne sa na zasuSeny
povrch elektr6dy nanesie 10 pl proby (100 pM) a inkubuje sa v chladnicke pri
teplote 4 °C po dobu 9 hodin. Nasledne je elektréda premytd vo fosfitovom pufre a
vysuSena prudom dusiku. V poslednej faze sa na elektrodu nanesie cielova sekvencia,
ktord hybridizuje s prébou po dobu 40 minit pri izbovej teplote.

Druha metéda sa liSi uz vprvom kroku, kedy sa na povrch elektrody
zasuSuje oMWNT spolu s probou. Vtomto pripade boli zachované objemy 8ul
oMWNT a 10 pl préby. Celkovo je teda pod infra lampou zasuSovany roztok proby
a oMWNT o objeme 18 pl. Tento objem bol zaroveni hornym maximom objemu,
ktoré je na povrch elektrody mozné zasuSit bez toho aby doSlo k zbyto¢nym
stratam jednotlivych latok roztecenim po stene elektrédy. Po zasuSeni nasleduje
opat inkubdcia, tentokrat vSak po dobu 3 hodiny. Postup hybridizacie je v tomto
pripade rovnaky, ako pri prvej metdde.

Takto hybridizovana vzorka je nasledne detekovana v elektrolyte, ktorym
bol aj v tomto pripade 0,5 M fosfatovy pufr o pH 7,0. Namerané data pochadzaju zo
sekvencii nemetylovanej, s polovicou cytozinu metylovaného a s metylovanymi
vSetkymi cytozinmi. Namerané data boli aj vtomto pripade analyzované
prostrednictvom MagicPlotu, na zaklade ¢oho bola opat stanovena pritomnost mC
v sekvenciach.



METODA 1 METODA, 2
Modifikaca Zasuienie
MY T MW NT+praba
l (Spl+10pl)
Aplikavanie
profy 10pl ¥
l Inkubacia 3
hiadin [4°C)
Inkubacia 9
haodin (4°C) l
l FPremytie pufrom
Premytie pufrom l
l Suzenie dusikom
Suzenie dusikom l
l Aplikovanie
cielove]
Aplikavanie sekyvencie 10pl
cielovej
sekvencie 10pl l
l Hyhridizada 40
min

Hyhridizada 40
i

Obr. 10: Blokové schémy dvoch metdéd detekcie biosenzorom



7.9 Praca s programom MagicPlot

Existuju situécie, ako napriklad v prezentovanej detekci 5-metylcytozinu, ked sa
elektrochemicky signal skladd zpikov, ktoré sa bud CciastoCne, alebo uplne
prekryvaju. V takom pripade je kvantitativna analyza jednotlivych zloZiek velmi
naro¢na, nakolko nedokaZeme zvoltamogramu presne urcit charakteristické
vlastnosti (vySka, pozicia, polosirka,..) prekryvajucich sa pikov. Tento problém
moZe byt pomerne efektivne rieSeny pouzitim numerickych algoritmov na baze
tzv. ,curve fittingu“. Jedna sa o metddu, kedy sa pomocou viacerych kriviek
sroznymi vlastnostami (gauss, lorentzian, parabola,...) snaZime namodelovat
obalku povodného signalu. Tymto spésobom sa da pomerne jednoznacne urcit, i
sa na odpovedajucom mieste vo voltamograme jedna o signal pochadzajuci
z jedného piku, alebo o signal zlozeny vplyvom prekryvajucich sa pikov. Tato
metdda ,curve fittingu“ bola pouZita v tejto praci pri detekci 5-metylcytozinu.

Potencial (V)

Obr. 11: Dvojpik na voltamogrme

A-Baseline

I+ —— Curve3
Curve 4

= =] Fit Sum
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Potencial (V)

Obr. 12: Ukazka postupu pri "curve fittingu"



8 VYSLEDKY

8.1 Optimalizacia elektrochemickej detekcie DNA

ESte pred tym, ako doSlo k samotnej detekcii a ziskavaniu jednotlivych dat, bolo
potrebné nastavit optimalne parametre. Vtejto kapitole su prezentované
jednotlivé vysledky optimalizdie.

8.1.1 Vol'ba detek¢ného okna

Prvym parametrom podrobenym optimalizaciou bolo nastavenie spravneho okna,
v ktorom bude signal z analytu zaznamenany na voltamograme. Jedna sa o dolezity
aspekt, nakol'ko vol'ba nespravnej Sirky okna moZe znamenat neuplny, alebo len
Ciasto¢ny zaznam. Pre nastavenie spravnej Sirky okna je ddleZzité poznat oxidatné
potencialy jednotlivych baz. Z tedrie o elektrochemickej aktivite DNA vyplyva, Ze
potencial jednotlivych pikov baz na voltamograme pre guanin, adenin, tymin a
cytozin je v tomto poradi priblizne 0,68 V, 0,94 V, 1,16 Va 1,34 V. Ich pozicia sa
navySe pri roznych podmienkach, ako napr. pH elektrolytu, moéZe menit.
Rozmedzie okna preto bolo nastavené pociatotnym a koncovym potencialom na
hodnoty 0,4- 1,6 V.

900 -

800 A

700 A

Potencial (V)

Obr. 13: Signal zmesného roztoku bazi v detek¢nom okne 0,4 - 1,6 V



8.1.2 Depozicny Cas

Dalsim optimalizovanym parametrom, ktory ma vyznamny vplyv na vysledok je
depozincny Cas. Postupne boli namerané zdznamy pri depozicnom case 0, 30, 60, 90
a 120 sekand. Pri kazdom zazname boli nasledne analyzované vysky a poloSirky
jednotlivych pikov. Zuvedenych grafov je zrejmé, ze uz len samotna inicializacia
depozi¢ného Casu ma znacny vplyv na vysky pikov. S rasticim Casom depozicie sa
zvySovali az po dobu depozicie 120 sekund, kedy nastal mierny prepad. Co sa tyka
polosirky, v tomto pripade nenastala v zavislosti na ¢ase depozicie ziadna vyrazna
zmena. Pri Case depozicie 120 sekind mdzeme pozorovat’ mierne zuzenie piku guaninu,

ktoré ale sprevadza znaCny pokles jeho vysky. Na zaklade uvedenych faktov sa tak za

optimalny povazoval depozi¢ny ¢as 90 sekund.

Vyska piku(pA)
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Depozicny €as (s)
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Obr. 14: Zavislost vysKky pikov na depozicnom case
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Obr. 15: Zavislost polosirky pikov na depozi¢nom case




8.1.3 Scan rate

Scan rate (V/s) je hodnota, ktora je pomer parametrov step potential (V) a interval
time (s). Pri optimalizacii boli zaznamy namerané pri hodnotach scan ratu 0.005
sekind, 0.01 sekund, 0.025 sekind a 0.05 sekind. Vyznamny rozdiel nastal pri
hodnote 0.01 sekund, kedy boli vSetky Styri piky zaznamenané s velkou zmenou
ich vySok. TaktieZ pri analyze poloSirky pikov boli pri tejto hodnote ziskané
najoptimalnejsie hodnoty.
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Obr. 17: Zavislost polosirky pikov na scan rate
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Obr. 16: Zavislost vysKky pikov na scan rate



8.1.4 Amplituda

Poslednym zmenenym parametrom, ktory bol optimalizovany je amplituda. Z grafu
zavislosti vySky piku na amplitude je viditel'ny pravidelny narast vySok pikov so
zvySujucou sa hodnotou amplitudy a nasledny vyrazny pokles pri hodnote 0.1 V.
PoloSirka pikov sa so zmenou ampitidy meni len vel'mi jemne, av$ak pri hodnote
0.7 Vje mozné vidiet urcité zuZenie pikov odpovedajucich adeninu a guaninu.
Z tychto dovodov bola d’alej tato hodnota amplitudy povaZovana za optimalnu.
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Obr. 18: Zavislost vysKky pikov na amplitade
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Obr. 19: Zavislost polosirky pikov na amplitiide



8.2 Priama detekcia

Druhy blok experimentalnej Casti sa zaobera stanovenim jednotlivych bazi, na
zaklade ktorého boli zhotovené kalibracné krivky pre vSetkych pat bazi
samostatne. Pre vSetky bazy bol nasledne vypocitany limit detekcie. Nasledujucim
krokom bolo porovnanie jednotlivych GCE z pohladu stability ich detekcie. Pocas
celého experimentu bolo k dispozicii Styri rovnaké typy GCE, ktoré boli zakazdym
modifikované rovnakym postupom. Nasledovalo stanovenie metylovaného
cytozinu a jeho interferencia s jednotlivymi bazami. Na zaklade toho boli zmerané
zmesné roztoky mC s Tyminom v r6znych pomeroch, na zaklade ktorych je vidno
charakteristicky trend v tvare piku, ktory je tymito dvoma bazami tvoreny. Pre
odliSenie oboch pikov a stanovenie mC vo vzorku bola v poslednom kroku pouZita
metdda ,curve fittingu“.

8.2.1 Kalibracné krivky
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Obr. 20: Kalibracné krivky jednotlivych bazi



rovnica regresie LOD (uM) LOQ (uM) Lin. Dinamicky rozsah
Guanin y =0,076x + 3,7322 7,7 25,7 5780
Adenin y =1,1413x + 16,256 6,2 20,6 6580
Tymin y =0,0709x + 3,8973 3,4 11,2 6990
Cytozin y =0,0679x - 1,9653 4,6 15,4 7950
5-mCytozin | y=0,071x +4,5815 3,4 11,4 7050

Tab. 1: Statistika vyplivajiica z kalibraénych kriviek

8.3 Hodnotenie stability elektrod
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Obr. 21: Porovnanie stability Styroch rovnakych GCE
A B C D
Priemer (o Priemer o Priemer (o Priemer o
(HA) (HA) (HA) (HA) (HA) (HA) (HA) (HA)
Guanin 211,08 5,03 212,97 3,21 253,98 35,54 229,53 14,82
Adenin 374,08 10,31 372,13 11,76 428,90 27,07 411,35 9,00
Tymin 125,43 12,46 131,28 8,02 149,40 24,11 146,45 12,15
Cytozin 112,23 9,22 118,33 4,66 126,38 23,60 134,63 4,26

Tab. 2: Porovnanie stability elektréd na ziaklade vysok pikov




8.3.1 Interferencia bazi s 5-mC
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Obr. 23: Voltamogram zmeraného roztoku adeninu a metylcytozinu
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Obr. 22: Voltamogram zmeraného roztoku metylcytozinu a cytozinu
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Obr. 24: Voltamogram zmeraného roztoku metylcytozinu a tyminu

Z nameranych dat je zrejmé, Ze adenin a tymin svojimi poziciami pikov nijak
vyznamne neinterferuju s poziciou metylcytozinu. Naopak pozicia tyminu je na
voltamograme v rovnakych miestach ako je mC, ¢o budi dojmom, Ze sa jedna
o jeden pik. Aby sme mohli s urcitostou konstatovat, Ze na danej pozicii su piky
dva, bolo potrebné zmerat zmesny roztok tychto dvoch bazi v réznych pomeroch
a tym sledovat urcity trend v zmene tvaru tohto zloZeného piku.
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Obr. 25: Voltamogramy analyzované metédou "curve fitting"
pomocou programu MagicPlot. Pomer bazi 1:1(A), pomer bazi
5:1 v prospeh tyminu (B) a pomer bazi 1:5 v prospeh 5-mcC (C)



Na prvom zazname na obrazku je zmesny roztok metylcytozinu a tyminu
vpomere 5:1, na druhom voltamograme je pomer oboch bazi rovnaky. Na
poslednom tretom zazname je pomer bazi opat 5:1, no tentokrat s vacSim
objemom tyminu. Pri porovnani vSetkych troch zaznamov je jasne vidiet trend
vzmene tvaru piku pri meniacich sa pomeroch oboch bazi. Na prvom a tretom
zazname moZeme sledovat tvorbu tzv. dvojpiku, ktory vznika prave tym, Ze obe
bazy sa na voltamograme nachadzaju v tesnej blizkosti. Pri rovhakom pomere bazi
je vidiet, Ze tento mierny dvojpik vymizol, a nevieme tak na prvy pohlad urcit, ¢i sa
jedna o zloZeny signal, alebo tvoreny len jednou bazou. Pri porovnani tohto
voltamogramu zo zaznamom samotného tyminu, resp. samotného metylcztozinu

vSak mdZeme vidiet urcité charakteristické ¢rty v tvare jednotlivych pikov.

8.4 Detekcia biosenzorom

Druhym pristupom detekcie boli zmerané tri rozdielne vzorky oligonukleotidovej
sekvencie v koncentracidch 100 puM a 50 puM. Jednotlivé skevencie sa lisili v pocte
metylovanych bazi cytozinu. Vzorka €. 1 neobsahovala Ziadnu metylovanu bazu,
vzorka €. 2 mala polovicu cytozinov v metylovanej forme a posledna vzorka ¢. 3

mala vsetky cytoziny v sekvenci metylované.
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Obr. 26: Voltamogram vs$etkych troch oligonukleotidovych sekvenci (nemetylovana,
polovicne metylovana a plne metylovana)
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Obr. 27: Postup stanovenia 5-mC pri troch sekvenciach
(100pM) - nemetylovana (A), polovica mC (B) a vSetky
cytoziny metylované (C)
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Obr. 28: Postup stanovenia 5-mC pri troch sekvenciach
(50pM) - nemetylovana (A), polovica mC (B) a vSetky
cytoziny metylované (C)



9 DISKUSIA

Cielom mojej prace bolo vytvorit taky biosenzor, ktory bude schopny detekovat
metylovanu DNA, na zaklade ¢oho bude mozné tento epigeneticky mechanizmus
dostatotne Studovat. Na to aby bol senzor/biosenzor dostato¢ne citlivy, bolo
potrebné urobit pred samou detekciou niekol'ko nevyhnutnych krokov. V prvom
rade bolo za potreby dosiahnut zvySenie citlivosti elektrédy urcitym spdsobom
modifikacie jej detekéného povrchu, nakolko signal, ktory je mozné ziskat
z elektr6dy nemodifikovanej je vyrazne slab8i a pomocou takejto elektrody nie je
moZné urobit vpodstate Ziadnu analyzu.

9.1 Vplyv jednotlivych krokov upravy GCE na vysledok

Z jednotlivych spdosobov a materialov, ktoré je moZné k modifikacii povrchu
pouzit som si vybral upravu pomocou MWNTSs a cholinu. Aplikovana vrstva
takychto nanotrubic dokaZze zvySit detek¢nu citlivost niekol'konasobne. Postup
upravy povrchu zahffia zopar nevyhnutnych krokov. V prvom rade je velmi
dolezité elektrédu pred jej modifikaciou dokladne vycistit, aby sa zamedzilo jednak
znecisteniu jednotlivych vzoriek a jednak preto aby sme si do merani nezanasali
zbytocnu chybu. V takom pripade je niekedy pomerne zlozité a hlavne casovo
narofné spatne vystopovat podvod nepresnosti. Cely postup Ccistenia zacina
pouzitim aluminiového prasku, prostrednictvom ktorého sa elektr6da lesti na to
ur¢enom povrchu. Pri vSetkych meraniach som pouzival rovnaku kombinaciu
hlinikovej a zamatovej leStiacej plochy. Doba leStenia je pomerne objektivny faktor,
ktory zavisi predovSetkym na technike. Pri vSetkych modifikaciach bola doba
leStenia 90 sekund na kaZdej ploche. Nasledovalo Cistenie pomocou ultrazvuku,
ktoré zbavi elektr6du zbytkov prasku a poslednych necistot. To prebieha v dvoch
cykloch, kedy sa elektréda najprv Cisti v etanole a nasledne v mili-q vode. Cely
cyklus dokopy trva 20 minut. SuSenie plochy po cisteni je moZné niekol'kymi
sposobmi. Jednou moZnostou je nechat elektrédu vysusit volne na vzduchu, ¢o je
vSak ¢asovo pomerne narocné a riskujeme tak Ze sa pocas procesu opat zanesie jej
povrch. Efektivnym spdsobom sa javi vysuSenie prudom dusiku, ktoré nezaberie
tol'ko ¢asu anezvySuje riziko znecistenia. Z tychto dovodov som vyuzival tento
sposob. Po procese Cistenia uZ nasleduje CV so Siestimi cyklami a samotna
aplikacia MWNTs. Ich zasuSovanie je opat moZné viacerymi spdsobmi. Na zaciatku
som vyuzival suSenie prostrednictvom automatickej susiarne. Tento proces vSak
bol opdt c¢asovo naro¢ny atym padom neefektivny. Idedlnou nahradou bolo
vyuzitie infra lampy, pod ktorou tento proces trval priblizne 15 minut, ¢o prinieslo
takmer dvojnasobné skratenie casu. Jednotlivé kroky boli pocas celého
experimentalneho planu postupne optimalizované, tak aby boli ¢asovo ¢o najmenej
naro¢né. V kone¢nom dosledku bol cely proces zkrateny priblizne o 25 — 30 minut
bez vplyvu na merania.



Asi jedinou nevyhodou modifikacie elektrdd je skutocnost, Ze takto upravena
elektroda vydrzi len jedno meranie, nakol'ko sa vrstva MWNT pocas merania
natolko znehodnoti, Ze nieje vyuZzitelna pre opakovanie merania. Modifikaciu
elektrod je teda potrebné opakovat po kazdom merani. V porovnani s tym, ako je
modifikacia u€inna sa vSak jedna o akceptovatelny fakt
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Obr. 29: Porovnanie zaznamov bazii modifikovanej a nemodifikovanej GCE

9.2 Optimalizacia metdody

Druhym nevyhnutnym krokom pre dosiahnutie dostato¢nej citlivosti pre detekciu
jednotlivych baz bolo najdenie optimalnych parametrov metddy. Pri zmenach
hodno6t daného parametru sa tak sledoval ich vplych na charakteristické vlastnosti
signalu, ako su vyS$ka a poloSirka pikov. Celému postupu je dostato¢ne venovana
¢ast v kapitole vysledky. Princip optimalizacie spocival v merani rovnakého
vzorku, teda zmesného roztoku baz v eletrkochemickej cele. Koncentracie
jednotlivych baz sa pocas merani nemenili a bol pouzity jeden konStantny zmesny
roztok. Niektoré parametre mali len minimalny vplyv na vlastnosti signalu,
predovSetkym na poloSirku pikov. Ako je vSak vidiet z priebehu grafov zavislosti
vySiek piku na danom paramtere, tato vlastnost pikov sa podarila dostato¢ne
maximalizovat.



9.3 Stanovenie jednotlivych baz a vzajomna interferencia

Na to, aby sa surCitostou dalo konStatovat ktory pik v signale odpoveda
konkrétnej baze, bolo potrebné v prvom kroku zmerat jednotlivé bazy samostatne.
Jednalo sa teda o pat roztokov danej bazy a elektrolytu - v tomto pripade 0,5 M
fosfatovy pufr o pH 7.0.Z voltamogramov sa tak nasledne dali s urcitostou stanovit
pozicie jednotlivych pikov, pripadne ich vzajomna interferencia. Z dosiahnutych
vysledkov vypliva, Ze jednotlivé potencidly pre guanin, adenin, tymin a cytozin
v tomto poradi odpovedaju 0,68 V, 0,94 V, 1,16 Va 1,34 V. Ztychto hodn6t a
zaroven z voltamogramov na obrazkoch ¢. 22 a 23 moZeme usudit, Ze jednotlivé
baze medzi sebou neinterferuju a pri spravnom nastaveni metddy ich dokazeme
kvantifikovat aj vzmesnom roztoku, pripadne pri nadvazujucej detekci
oligonukleotidovych sekvencii. Prave v tomto Stadiu sa kladie vel'ky vyznam na
predoslu optimalizaciu, predovSetkym poloSirky pikov. Dosiahnutim ¢o najmensSej
hodnoty poloSirky sa tak zabezpeci ich presné stanovenie. Na zaklade testovania
stability mo6Zeme konStatovat, Ze kaZzda jednotliva elektréda si drzi stabilitu
merania pomerne dobre, ale jednotlivé sety elektrod sa vzajomne liSia. Na zaklade
nameranych hodndét boli d'alej zhotovené kalibra¢né krivky

9.4 Stanovenie 5-metylcytozinu priamou detekciou

Prvym krokom k detekci 5-mC bola opéat analyza interferencie s ostatnymi bazami,
aby sa vdalSom kroku mohli pozorovat charakteristické vlastnosti piku na
voltamograme. Z tohto dévodu boli zhotovené 3 roztoky 5-mC, vZdy s kombindaciou
inej bazy. Stanovenie interferencie sguaninom nebolo potrebné uskutocCnit,
nakol'ko jeho potencial je od potencidlu prislichajucemu 5-mC na voltamograme
dostatoc¢ne vzdialeny. Jednotlivymi meraniami sa zistilo, Ze adenin a cytozin nema
vplyv na pik 5-mC. Hlavna vyzva vSak spocivala v odliSeni 5-mC od tyminu,
s ktorym tieto dve bazy zdiel'aju velmi podobny potencial. Na voltamograme tak
vznika tzv. dvojpik, ktory je tvoreny interferenciou prave tychto dvoch baz.
Stanovenie 5-mC jednoduchym odoc¢tom z voltamogramu tak nieje moZné. Aby sme
s urc¢itostou mohli konstatovat, Ze tento dvojpik je skuto¢ne tvoreny aj 5-mC,
zmerali sme roztoky tyminu a 5-mC v réznych pomeroch (1:1, 1:5 a 5:1). Rozne
pomery koncentracie mali za nasledok charakteristicky trend v zmene tvaru
prekryvajuceho sa signalu, podla aktualnej koncentracie jednej, alebo druhej bazy.
Na zaklade tohto trendu sme potvrdili pritomnost 5-mC. Dalsim krokom
stanovenia bolo vyuzZitie metddy tzv. ,curve fittingu“ ako numerického algoritmu
na ziskany signal. Vyhodou tejto metddy je moZnost pomocou vytvorenych pikov
s gausovskymi vlastnostami skladat umelo vytvoreny signal a priblizit sa tak,
alebo uplne napodobnit tvar obalky nameraného signalu. Vyuzitie samotného
algoritmu bez predchadzajucej analyzy by vSak nemal vyznam, pretoZe akykol'vek
tvar signalu dokazeme umelo vytvorit dostato¢nym mnozstvom pouzitych kriviek.



Vo vSeobecnosti teda plati, Ze ¢im menej kriviek je na vytvorenie poZadovaného
tvaru signalu pouZitych, tym sa zvySuje predpoklad na korektnu analyzu.

Prave z tohto dévodu bolo potrebné poznat vzajomny vplyv jednotlivych
zloZziek charakteristicky trend v zmene tvaru pri r6znych pomeroch oboch zloZiek.
Z. merani je zrejmé, Ze tvar krivky na hodnote potencialu, kde by sa mali teoreticky
nachadzat obidve bazy, ma taky tvar, ktory nedokaZeme napodobnit len jednou
gausovou krivkou. To nam napoveda o pritomnosti minimalne dalSej jednej
zlozky. Pokial' teda dokaZeme napodobnit tvar obalky pouZitim maximalne dvoch
kriviek, tak na zaklade predchadzajucich stanoveni pozici jednotlivych bazi
dokdZeme surcitostou potvrdit, Ze sa na danom mieste nachadza 5-mC.
Voltamogramy aukazky zpostupu curve fittingu v kapitole Vysledky tuto
skutocnost potvrdzuju.

9.5 Stanovenie 5-metylcytozinu pomocou biosenzoru

Poslednou c¢astou experimentdlneho pldnu bolo stanovenie 5-metylcytozinu
vroznych oligonukleotidovych sekvenciach. Zakladna predstava detekcie
vychadzala zvyS$Sie diskutovanych postupov. Boli tak pouzité rovnaké
optimalizované parametre, aj rovnaky spdsob modifikacie elektrody. Zakladnym
rozdielom v stanoveni metylacie biosenzorom spociva v principe detekcie.
Podstatou je pouzitie oxidovanych MWNTs ainkubacia proby na takto
modifikovanu elektrédu po urciti dobu. Nasledne sa hybridizuje cielova sekvencia,
v ktorej sa metylacia stanovuje. V tomto experimentalnom plane boli vyskusSané
dva spdsoby inkubacie proby (podkapitola 7.8). AvSak druha spomenuta metéda
nevykazovala dostatotny signal (takmer 80% pokles signalu) av porovnani
s prvou - pouZitou metddou, sa pre nas pripad javila ako nepouzitelna. Z toho
dovodu je vpraci tato metdda sice spomenuta ako vyskuSana, no nie su
prezentované Ziadne vysledky.

Prvou metddou boli detekované tri typy sekvenci sroéznym podielom
metylovanych cytozinov. V prvom pripade sa jednalo o sekvenciiu bez 5mC,
vdruhom o polovicny obsah metylovanych cytozinov voci nemetylovanym
av poslednej boli vSetky cytoziny v sekvenci metylované. Jednotlivé vzorky boli
zmerané v koncentracii 100pM a 50uM. Jednotlivé zastipenie 5-mC v sekvenci
predstavuje paralelu s principom pouZzitym v metdéde priamej detekcie, kde sa
sledovali zmeny krivky pri réoznych pomeroch. Aj v tomto pripade mdZeme na
odpovedajucom mieste vidiet (Obr.28) tri rozdielné priebehy signalu, ¢o indikuje
pritomnost viacerych zloziek (pikov). Tento predpoklad jasne deklaruju vSetky
voltamogramy po aplikaci curve fittingu, na zaklade c¢oho mo0Zeme opat
konStatovat pritomnost 5-mC.



9.6 Porovnanie metod

S predchadzajucej diskusie vyplyva, Ze obe predstavené metddy sa liSia
predovSetkym v spdsobe detekcie. Metoda priamej detekcie vynika oproti
biosenzoru svojou rychlostou a jednoduch$im prevedenim. Fakt, Ze nieje potrebna
inkubacia anasledna hybridizacia cielovej sekvencie, znacne krati Casovu
naroc¢nost detekcie. Vyznamnym negativhym faktorom vs$ak je, Ze pocas celého
experimentalneho planu sa nepodarilo pri tomto spdsobe detekcie dosihnut taku
uroven citlivosti, aby bolo moZné detekovat metylaciu v oligonukleotidovych
sekvenciach, ale len v zmesnych roztokoch bazi. Detekcia biosenzorom taZi
v mechanizme hybridizacie cielovej sekvencie s prébou, €o znalne zvySuje
Specifickost detekcie. Tym, Ze pri priamej detekci sa tento proces nevykonava, cela
metdda je znacne zavisla na uspesSnej modifikacii elektrody. Ta je z vel'kej miery
zaloZena na manualnej praci s elektrédou, predovSetkym nanesenie dostato¢ného
a stdle rovnakého objemu MWNT je narocna uloha. ZasuSenie atak aj cela
modifikacia mo6Ze byt vyznamne ovplyvnena 'udskym faktorom.

VysSiu ¢asovu naroc¢nost pripravy detekcie biosenzorom vynahradzuje tato
metdéda vo vySSej citlivosti alepSej opakovatelnosti. Vyhodou je pouZitie
oxidovanych MWNTs, ktoré sa Specificky viazu s probou. Tym sa vytvori idealny
zaklad pre uspe$nu hybridizaciu cielovej sekvencie. Pomocou vohdnej modifikacie
avyoptimalizovanej metdde som tak vytvoril biosenzor, ktory bol schopny
detekovat pritomnost 5-mC v oligonukleotidovych sekvencidch. Pri studif
metylacie DNA je odliSenie pikov odpovedajucich metylovanej forme cytozinu od
ostatnych najdolezitejSim krokom. Navrhnuty apopisany postup tato
problematiku dokaze rieSit dostato¢ne efektivne, na zaklade coho mdéZeme usudit,
Ze dany postup detekcie 5-mC sa v tomto pripade javi ako vhodny.



10 ZAVER

Hlavnou témou tejto diplomovej prace bolo vyrobenie citlivého senzoru a
biosenzoru pre Studium metylacie DNA. Na zaklade toho bola celd praca rozdelena
do jednotlivych blokov, ktoré postupne viedli k tomuto cielu. V prvej casti
experimentalneho planu som sa venoval modifikacii detektného povrchu GCE.
K tomu, aby som dosiahol zvySenie citlivosti elektrody som sa na zaklade odbornej
literatury rozhodol pouzit kombinaciu cholinového filmu a MWNTs. Takto
modifikovana elektréda vykazuje vhodné elektrochemické vlastnosti, ktoré boli
zakladom pre uspe$nu detekciu. V nadvazujucom bloku nasledovala optimalizacia
metddy detekcie. Vramci tejto prace som vyuzival detekciu pomocou diferenc¢nej
pulznej voltametrie. Bolo tak nutné nastavit vSetky vstupné paramtere metddy
najdenim ich optimalnych hodndét. Vysledkom su optimalizované hodnoty, ktoré
som nasledne pouzil pri oboch spdsoboch detekcie.

V d'al8ej Casti som sa venoval metdde priamej detekcie. Pomocou DPV som
najskor detekoval jednotlivé bazy v elektrolyte a nasledne som Studoval ich
vzajomnu interferenciu s5-mC. Na zdiklade stanovenej interferencie 5-mC
s tyminom je potrebné tieto dve zlozky od seba odliSit. Na odliSenie pritomného
dvojpiku som sledoval trend vzmene tvaru signalu v zavislosti na roéznych
pomeroch tyminu a 5-mC vzmesnom roztoku. Na ziklade vyniknutych
voltamogramov a vedomosti o pozicii oboch pikov na voltamograme som mohol
konStatovat Ze pritomny dvojpik je jednoznacne kombinaciou tychto dvoch baz.
K odliseniu 5-mC od tyminu som vyuzil numericky algoritmus na baze tzv. ,curve
fittingu“ pomocou programu MagicPlot. Pomocou tejto metdédy som bol schopny
odliSit 5-mC vzazname zo zmesného vzorku bazi. Pre stanovenie metylacie
v sekvenci konkrétneho oligonukleotidu vSak prezentovana metéda priamej
detekcie nebola dostatocne citliva.

V poslednej casti som sa venoval detekci 5-mC pomocou biosenzoru. Na
detekciu som pouzil tri rozne modifikacie rovnakej oligonukleotidovej sekvencie
srozdielnzm pomerom metylovanych a nemetylovanych cytozinov. Na zaklade
zmeny Vv tvare signalu a numerického algoritmu som tak dokazal opat stanovit
jednoznacnu pritomnost 5-mC vsekvenci s 50% obsahom a 100% obsahom
metylovanej formy cytozinu. Vysledkom tak je ispeSna detekcia 5-metylcytozinu v
realnych oligonukleotidovych sekvenciach o koncentracii 100 uM a 50uM
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Zoznam velicin, symbolov a skratiek

CNTs - Carbon nanotubes

CV - cyclic voltammetry

DNA - deoxyribonucleic acid

DNMT - DNA methyltransferase

DPV - differential pulse voltammetry

dsDNA - double strand deoxyribonucleic acid RNA - ribonucleic acid
GCE - glassy carbon electrode

HPCE - High-Performance Capillary Electrophoresis [V] - Volt
HPLC - high-performance liquid chromatography

Ch - Cholin

[J] - Joul

[K] - Kelvin

MWNTs - multi-walled nanotubes

PEC - photoelectrochemistry

ssDNA - single strand deoxyribonucleic acid

SWNTs - Single-walled nanotubes

SWV - squarewave voltammetry

[V] - Volt

[UA] - mikro ampér



